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Glyoxalase－Iis a novel target against Bcr－Abl＋1eukemic cells













Glyoxalase－Iis a novel target against Bcr－Abl＋1eukemic cells
acquiringstem－1ikecharacteristicsinahypoxicenvironment
（低酸素環境により幹細胞様形質を獲得したBcrAbl陽性白血病細胞に
対する、Glyoxalase・Iの新規治療標的としての有効性）
【目的】慢性骨髄性白血病（Chronicmyelogenousleukemia：CML）は、Bcr－Abl融合蛋
白の持つ異常なチロシンキナーゼ活性により過剰な細胞の自立増殖をもたらし、数年のう
ちに急性転化をきたす予後不良な疾患である。近年、Ablチロシンキナーゼ阻害剤（TKI）
の臨床導入により　CML患者の予後は著しく改善したが、TKIのみでの白血病の根治は疑
問視されている。なぜなら、白血病細胞を生み出す白血病幹細胞は骨髄内ニッチに潜み、
静止期を維持することでTKIによる細胞死刺激から守られるため、再発原因として残存す
ると考えられているからである。従って、白血病幹細胞やニッチを標的とする新たな治療
法の開発が急務である。白血病細胞が生存、増殖の場とする骨髄は低酸素環境であること
が知られており、白血病細胞もまた何らかの機序により低酸素環境に適応しているものと
推測される。固形腫瘍においても、低酸素環境適応による代謝動態の変化が治療抵抗性獲
得の要因であることから、我々は低酸素環境がCML細胞に及ぼす影響を検討し、その適
応機序の解明による新規分子標的治療戦略について研究を行った。
【方法】2種類のCML細胞株K562、KCL22から1％02下での長期培養に適応し、増殖可
能となった亜株、K562！HAおよびKCL22／HAを樹立した。このHA株及びCML患者よ
り得た白血病細胞を用いて以下の実験を行った。①免疫不全マウスにHA株及び患者由来
白血病細胞を移植し、骨髄内に生著した白血病細胞の酸素濃度を検討した。②フローサイ
トメトリーを用いたpropidiumiodide（PI）の単染色を用い、HA株の細胞周期を解析し
た。また、細胞増殖速度をトリパンブルー染色による生細胞数測定で検討した。次に、こ
れらHA株と親株におけるTKIやアルキル化剤の治療効果を比較検討した。③ウェスタン
ブロッテイング法により、低酸素適応によるBcrAblとその下流のシグナル伝達経路、ア
ポトーシス関連蛋白の発現量の変化を検討した。④ATPと乳酸産生量、グルコース消費量
を測定し、HA株の解糖系への依存性を確認した。またその結果を踏まえて、解糖系におけ
る細胞障害性副産物Methylglyoxalを乳酸に変換することで無毒化する酵素、
Glyoxalase－I（Glo－I）のHA株及び患者白血病細胞における発現、活性の変化を調べた。
Gl0－1は、膵臓癌や肺癌などの固形腫瘍において、発現上昇と予後不良の関連がすでに報告
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されている酵素である（SakamotoH，etal．ClinCancerRes．2001）。⑤3種類のGl0－1阻害
剤、Sj，bromobenzylglutathionecyclopentyldiester（BBGC）、2－CrOtOnyloxymethy－
4，5，6－trihydroxycylohex－2－enOne（COTC）及びmethyl一gerfelin（m－Ger）によるizH4tzv
でのHA株治療効果を検討した。また元日dnにて、K562／HA移植白血病モデルマウスを
用いたBBGCによる生存期間延長効果を検討した。
【結果】①酸素濃度1．3％以下の細胞を特異的に染色するPimonidazoleを用いて白血病マウ
ス大腿骨を染色したところ、骨髄内に生着したCML細胞はその解剖学的存在部位に関わら
ず、低酸素下で生存していることが明らかとなった。②親株と比較して、HA株は細胞増殖
速度が1／3～1／4と緩やかであり、静止期の細胞数が増加していた。また、免疫不全マウス
に親株とHA株をそれぞれ移植したところ、HA株はより高い生着効率を示した。一方、
TKIやアルキル化剤に対してHA株は治療抵抗性を示した。③HA株において、Bcr－Abl
リン酸化は親株に比し低下していたが、その下流のシグナル伝達経路には変化はなかっ
た。また、アポトーシス関連蛋白の発現にも有意な相関は認められなかった。④HA株は
ATP産生をより解糖系に依存しており、Glo－Iは発現、活性ともに元進していた。CML患
者細胞においても、正常骨髄及び末梢血細胞と比べてGlo－Iの発現上昇が認められた。⑤
Glo－I阻害剤であるBBGC、COTC、m－Gerに対して、HA株は親株に比してより高い感
受性を示した。HA株移植マウスをBBGCで治療したところ、無治療群と比較して有意な
生存期間延長効果が認められた。
【考察】低酸素環境は、CML細胞に一部“幹細胞様”の形質を示す細胞集団を増加させる。
臨床上問題となる白血病幹細胞は従来の治療に抵抗性を示すことから、低酸素は白血病幹
細胞の生存、維持に重要な因子であると考えられる。これらCMI．細胞の低酸素環境への適
応と生存には、Glo－I過剰発現による解糖系毒性の回避が重要と考えられた。
【結論】骨髄内の低酸素環境下で治療抵抗性を示すCML細胞に対して、Glo－Iは次なる分
子標的になりうる。
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分子標的治療に対し感受性の低いがん幹細胞に対して新たな治療の標的分子を探索するた
め、本研究は幹細胞のニッチを構成する環境因子の一つである低酸素に着目した。低酸素環
境に適応させたCML細胞（HA株）を樹立し、親株に比べて発現の高い遺伝子を特定し、それ
の発現を阻害することにより、がん幹細胞の治療感受性を上げることを試み、以下の点を明
らかにした。
（1）HA株は親株に比べ、増殖を休止している細胞が多く、加γ加での生着率も高く、チロシ
ンキナーゼ阻害剤やアルキル化剤に対して治療抵抗性であり、幹細胞的な性格を持っていた。
（2）HA株は親株に比べ、がん細胞のワールブルグ効果として知られる嫌気的解糖系の冗進を
反映して、毒性副産物の解毒に働くGl0－1遺伝子の発現が先進していたp
（3）Gl0－1阻害剤に対して、HA株は、乃γ的，乃VV0において、親株に比べてより高い感受性
を示し、新たな治療薬として期待できた。
本論文は、CML患者のがん幹細胞に対する治療について新しい知見を与えたものであり、が
ん一般への応用も期待できる。最終試験として論文内容に関連した試問を受け、博士（医学）
の学位論文に値するものと認められた。
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